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摘要 :目的 比较 Allglo 探 针 和 TaqMan 探 针 荧光 定量 REPCR 检测 SIV 的 灵敏 度 下 限 和 重复 性 。 方 法 把 SIV 标准 品 进行 梯 
度 稀释 成 6 个 浓度 ,每 个 浓度 同时 提取 12 个 标本 进行 批 内 差异 分 析 , 每 个 标本 提取 12 次 进行 批 间 差异 分 析 之 后 进行 逆转 录 
并 用 TaqMan 探 针 和 Allglo 探 针 进行 定量 PCR 检测 。 批 内 差异 分 析 者 每 个 标本 同时 进行 逆转 录 和 上 机 检测 , 批 间 差异 分 析 
者 分 12 次 进行 逆转 录 和 检测 ,对 这 两 种 探 针 的 PCR 结果 利用 ABI7300 定 量 PCR 仪 所 携带 的 软件 和 相关 的 统计 学 方法 进行 
分 析 。 结果 TaqMan 探 针 和 Allglo 探 针 法 检测 SIV 标 准 品 的 灵敏 度 下 限 均 为 50 copies/mL。 重 复 性 结果 显示 : 批 内 结果 差 
异 分 析 显 示 Allglo 探 针 法 最 大 变异 系数 为 0.63%, 最 小 变异 系数 为 0.33%,TaqMan 探 针 法 最 大 变异 系数 为 1.33%, 最 小 变异 
系数 为 0.2%; 批 间 结 果 差 异 分 析 显 示 Allglo 探 针 法 最 大 变异 系数 为 1.77%, 最 小 变异 系数 为 0.95%,TaqMan 探 针 法 最 大 变异 
系数 为 1.86% ,最 小 变异 系数 为 1.03%。 结 论 在 荧光 定量 RT-PCR 法 检测 猴 免 疫 缺 陷 病 毒 中 , Allglo 探 针 法 可 能 优 于 
TaqMan 探 针 法 。 

关键 词 :Allglo 探 针 ;TaqMan 探 针 ; 猴 免疫 缺陷 病毒 ;实时 荧光 定量 PCR. 
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Abstract: Objective To compare the sensitivity and reproducibility of Allglo and TaqMan probe in the detection of simian 
immunodeficiency virus (SIV) using fluorescence quantitative RT-PCR (OPCR). Methods The reference sample of SIV was 
diluted to 6 gradient concentrations; at each concentration 12 samples were tested to analyze the variations within batches, and 
each sample was tested for 12 times for analysis of variations between batches by ORT-PCR using TagMan probe and Allglo 
probe. The results of OPCR using the two probes were analyzed with ABI7300 PCR system software. Results In OPCR using 
TaqMan and Allglo probe, the lower limit of sensitivity for SIV detection was both 50 copies/mL. Assessment of the 
reproducibility of the tests showed that the maximum and minimum coefficients of variation between batches were 0.6376 and 
0.33 % with Allglo probe, respectively, as compared with 1.3376 and 0.2% with TaqMan probe. The maximum and minimum 
coefficients of inter-batch variation was 1.77% and 0.95% with Allglo probe, respectively, as compared with 1.8676 and 1.03% 
with TaqMan probe. Conclusion Allglo probe shows a better performance then TaqMan probe in detection of SIV QPCR. 

Key words: Allglo probe; TaqMan probe; simian immunodeficiency virus; fluorescence quantitative reverse transcription- 
polymerase chain reaction 


猴 免 疫 缺 陷 病 毒 (Simian immunodeficiency virus, deficiency syndrome, SAIDS)"? ,因此 ,近年 来 ,SIV 感 
SIV) 与 人 类 免疫 缺陷 病毒 (Human immunodeficiency ARAUEZ HIV 一 个 相关 的 动物 模型 已 经 被 广泛 应 用 
Virus, HIV) 的 同 源 性 较 高 " ,可 以 感染 恒 河 猴 等 猴 类 动 于 HIV 的 机 制 疫苗 药物 的 筛选 等 各 方面 的 研究 ,是 研 
物产 生 免 疫 缺 陷 综合 症 (Simian acquired immuno- — 2EHIV 的 一 个 金 标准 所 。TaqMan 探 针 法 是 实时 定量 
PCR 最 经 典 , 也 是 至 今 广 泛 应 用 于 快速 得 查 病原 体检 
HERO 测 病毒 载 量 等 各 方面 的 一 种 实时 定量 PCR ER, 
We D T Sors Allglo 探 针 是 美国 Allelogic Biosciences 公 司 推出 的 新 
ow by National RA e. Foundation of China (81573861). —TIUXOGWUEHAT "EUG rte I oe REUS EG 特异 性 
作者 简介 : 吴 胜 男 ,硕士 研究 生 ,E-mail: 810120683 6 qq.com 强 、 重 复 性 好 的 优势 "*"*。 但 相对 于 TaqMan 探 针 ,国内 
通信 作者 : 何 金洋 ,研究 员 ,E-mail: 303877469@qq.com 将 Allglo 探 针 奖 光 定 量 RTEPCR 法 应 用 于 SIVHIV 病 
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毒 载 量 的 检测 还 较 少 ,本 实验 将 对 Allglo 探 针 和 
TaqMan 探 针 荧光 定量 RTPCR 检测 STV 标准 品 的 病毒 
载 量 的 方法 进行 比较 评价 。 


1 材料 和 方法 
1.1 试剂 和 仪器 
1.1.1 SIV 标 准 品 采用 人 慢性 髓 原 白细胞 系 (CEMx174 
细胞 ) 培 养 SIVmac251( 由 美国 Aron Diamond SETZT 
究 中 心 惠 赠 SIV 病毒 毒 种 ) ,经 美国 国立 卫生 人 研究 院 
AIDS reagents programme 惠 赠 的 SIVmac251 病毒 标 
准 品 (病毒 载 量 为 1x10' copies/mL ,其 货号 为 :1338) 进 
行 定量 ,其 病毒 载 量 为 4.5x10*copies/mL, 用 小 牛 血清 
(GIBCO 公 司 ) 稀 释 为 所 需要 的 浓度 。 
1.1.2 逆转 录 及 定量 PCR 试剂 道 转录 试剂 采用 MBI 
公司 的 道 转录 试剂 盒 ;定量 PCR 试剂 采用 ABI 公 司 的 
定量 PCR 试 剂 盒 。 
1.1.3 仪器 ABI7300 定 量 PCR 仪 购 于 美国 ABI 公 司 。 
1.2 引物 和 探 针 

通过 美国 ABI Primer Express3.0 软件 设计 引物 、 
探 针 。Allglo 探 针 设计 原则 为 在 TaqMan 探 针 基础 上 将 
探 针 序列 缩短 至 20 个 碱 基 以 内 并 保持 Tm 在 60 CE 
右 。 上 游 引 物 序 列 为 AACCTTCGGTTCCAATTCCG 
GAAC; 下 游 引 物 序列 为 :CTTCAACGGTTCATTCCC 
GGGACC; TaqMan 反应 探 针 序列 为 FAM-CACTTG 
CTGAAATGGCCTTAAAGCCAGTTC-TAMRA; llglo 
探 针 :FAM-CACTTGCTGAAATGGCC-Allglo。 
1.3 方法 
1.3.1 Allglo 探 针 和 TaqMan 探 针 荧 光 定量 逆转 录 PCR 
(RT-PCR) 方 法 的 建立 用 自制 一 管 式 病毒 核酸 提取 试 
剂 (专利 号 :CN200910039350.8) 进 行 SIVRNA 提 取 , 逆 
转录 反应 体系 为 8 uL, EH 5xBuffer 1.6 uL, Reverse] 
物 0.4 uL, dNTP (10 mmol/L)0.8 uL, Rnase inhibitor 
(40 U/uL)0.25 uL,7K4.55 pL, 逆 转录 酶 0.4 uL, EIKE 
调制 后 将 道 转录 液 每 个 RNA 沉 淀 标 本 加 入 8 uL HJE 
加 入 并 吹 打 混 匀 ,然后 置信 42 %C 水 浴 锅 中 进行 逆转 
录 。 反 应 1h 后 取出 冻 存 于 -20 %C 冰 箱 竺 检测。 将 上 述 
冻 存 的 SIV 标准 品 cDNA 和 常温 放置 解冻 ,然后 进行 定量 
PCR 反 应 ,定量 PCR 反 应 采用 25 uL PEZ ZERO: EN 
游 引物 各 为 0.25 uL, {REF 0.2 uL,7K 9.8 pL,SIVcDNA 
2 pL,PCRMix12.5 HL。 反 应 条 件 为 :95 变性 10 min, 
然后 95 C,15 s;60% ,1 min, 进 行 45 个 循环 。 
1.3.2 灵敏 度 检 测 将 SIV 病毒 标准 品 用 小 牛 血 清 稀释 
为 6 个 浓度 ,分 别 为 : 5x10、5x105、5x10*、5x10’、5x10? 
和 5x10, 并 以 小 牛 血清 作为 阴性 对 照 ,提取 RNA 进行 
逆转 录 , 用 TaqMan 探 针 和 Allglo 探 针 进 行 定量 PCR 检 
测 ,观察 出 最 低 检测 值 。 
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1.3.3 重复 性 比较 将 不 同 浓度 (5x1055x10 copies/mL) 
的 SIV 病毒 标准 品 进行 SIVRNA 提 取 , 每 个 浓度 同时 提 
取 12 个 标本 进行 批 内 差异 分 析 ; 然 后 每 个 标本 提取 12 
次 进行 批 间 差异 分 析 。 然 后 以 道 转录 液 进行 逆转 录 , 批 
内 差异 分 析 者 每 个 标本 12 个 同时 进行 逆转 录 , 批 间 差 
异 分 析 者 分 12 次 进行 道 转录 。 用 TaqMan 探 针 和 
Allglo 探 针 进 行 定量 PCR 检 测 , 批 内 差异 分 析 者 所 有 标 
本 同时 上 机 检测 , 批 间 差异 分 析 者 每 个 浓度 1 孔 进 行 检 
测 , 分 12 次 检测 。 检 测 完毕 后 用 ABI7300 定 量 PCR 仪 
所 携带 的 软件 进行 定量 分 析 。 

1.3.4 CT 值 与 SIV 标 准 品 拷贝 数 的 分 析 CT 值 是 指 每 
个 反应 管内 的 区 光 信 号 到 达 设 定 阐 值 时 所 经 历 的 御 
环 数 , 且 CT 值 与 模板 DNA 的 起 始 找 贝 数 (dRn) 成 反 
比 。 本 实验 利用 已 知 起 始 拷 贝 数 的 标准 品 作 出 标准 
曲线 ,其 中 纵 坐 标 代表 CT 值 , 横 坐 标 代表 起 始 拷 贝 数 的 
对 数 ( 如 图 2.4 所 示 ), 从 标准 曲线 中 根据 相关 系数 (R2) 
的 值 可 知 Ct 值 与 荧光 累积 值 的 相关 的 密切 程度 。 

1.3.5 统计 学 分 析 方法 将 定量 PCR 运行 后 的 文件 用 
ABI7300 定 量 PCR 仪 所 携带 的 软件 进行 分 析 , 用 Excel 
建立 数据 库 , 求 取 数 据 的 Mean Ci: 值 .标准 差 SD 和 变异 
系数 CV%。 


2 结果 
2.1 灵敏 度 实验 结果 分 析 

TaqMan 探 针 和 Allglo 探 针 在 检测 SIV 标准 品 的 最 
低 检测 浓度 均 为 50 copies/mL。 但 TaqMan 探 针 的 扩 增 
曲线 显示 ,在 50 copies/mL 浓度 下 12 个 复 也 中 有 2 个 偏离 
较 大 ,如 果 包 括 这 2 个 偏离 较 大 的 实时 扩 增 曲线 则 R2 会 
在 0.99 以 下 ,所 以 去 掉 这 2 个 复 孔 的 扩 增 曲线 进行 分 析 ， 
结果 R2 为 0.993, 说 明 标准 曲线 中 CT 值 与 荧光 累积 值 相 
关 性 良好 (图 1,2)。Allglo 探 针 扩 增 的 SIV 标 准 品 cDNA 
的 扩 增 曲线 和 标准 曲线 显示 ,每 个 浓度 均 为 12 孔 ,没有 
偏离 过 大 的 标本 孔 ,所 得 标准 曲线 的 R2 值 为 0.993 ,说 
明 标 准 曲线 中 CT 值 与 荧光 累积 值 相关 性 恨 好 (图 3,4)。 
2.2 重复 性 实验 结果 分 析 
22.1 SIVcDNA 用 TaqMan 探 针 进 行 定量 PCR 批 内 差 
异 分 析 Taqman 探 针 法 显示 去 除了 50 copies/mL 的 12 
个 孔 中 2 个 偏离 过 大 的 标本 显示 的 实时 扩 增 曲线 ,变异 
系数 最 大 的 是 50 copies/mL 浓度 的 10 个 复 孔 ,其 变异 
系数 为 1.33%, 最 小 者 为 5x10* copies/mL, 其 变异 系数 
为 0.2%, 说 明 变 异 较 小 ,重复 性 良好 ( 表 1, 图 1,2)。 
2.2.2 SIVcDNA 用 Allglo 探 针 进 行 定量 PCR 批 内 差异 分 
析 Allglo 探 针 法 显示 ,变异 系数 最 大 的 是 50 copies/mL 
浓度 的 12 个 复 孔 ,其 变异 系数 为 0.63%, 最 小 者 为 500 
copies/mL, 其 变异 系数 为 0.33%, 说 明 变 异 较 小 ,重复 性 
良好 ( 表 2, 图 3,4)。 
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Delta rn vs Cycle 
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图 1 TaqMan 探 针 法 检测 SIV 标准 品 cDNA 扩 增 曲线 图 
Fig.1 Amplification plot of reference SIV cDNA by QPCR using TaqMan probe. 
z| | 2.2.3 SIVcDNA 用 TaqMan 探 针 进行 定量 PCR 批 间 
-| 差异 分 析 Taqman 探 针 法 变异 系数 最 大 的 是 5x10: 
| I copies/ml 浓 度 的 12 个 复 孔 ,其 变异 系数 为 1.86%, 最 小 
| | 者 为 $00 copies/mL, 其 变异 系数 为 1.03%, 说 明 变 异 较 
H 小 ,重复 性 良好 ( 表 3)。 
b 22.4 SIVcDNA 用 Allglo 探 针 进 行 定 量 PCR 批 间 差异 
| | 分 析 Allglo 探 针 法 检测 SIV 标 准 品 cDNA 批 间 差 4 显 
| 示 , 变 异 系数 最 大 的 是 5x10 copies/mK 浓 度 的 12 个 复 


1 ,其 变异 系数 为 1.77% ,最 小 者 为 Sx10; copies/mL, Fk 
7 变异 系数 为 0.95% ,说 明 变 异 较 小 ,重复 性 良好 ( 表 4)。 
图 2 与 图 1 应 对 的 标准 曲线 (去 除了 50 copies/mL 浓度 中 

的 2 个 偏离 过 多 的 标本 曲线 ) 


s, VN 
Fig.2 Standard curve of SIV detection corresponding to 3 讨论 
Fig.1 (the two wells with obvious deviation from the Jo REB AP SE Rus ES ERE P SIVE 
tration of 50 copies/ml d). Y 、 
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3 Allglo 探 针 法 检测 SIV 标 准 品 cDNA 扩 增 曲 线 图 
Fig.3 Amplification plot of reference SIV cDNA by QPCR using Allglo probe. 
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图 4 与 图 3 相对 应 的 标准 曲线 


Fig.4 Standard curve of SIV detection corresponding to Fig.3. 


DNA, 再 整合 到 宿主 的 DNA 中 ,在 细胞 内 包装 出 成 熟 
病毒 并 释放 到 宿主 的 血液 或 组 织 液 " ,在 SAIDS 模 型 
猴 感 染 的 不 同 阶段 ,血浆 中 游离 病毒 量 会 有 相应 的 
变化 ,因此 血浆 中 游离 病毒 量 是 研究 病程 进展 、 监 测 
抗 病毒 治疗 效果 及 预测 疾病 的 预后 最 主要 的 指标 之 
一 ""。 然 而 有 研究 表明 猴 血 浆 SIV 病毒 载 量 在 平台 期 
一 般 低 至 1x10;~1x10! copies/mL ^" ,如 果 采 用 高 效 联 
合 抗 道 转录 病毒 疗法 (Highly active antiretrovival 
therapy, HAART) 等 有 效 方法 治疗 ,还 可 能 低 至 0.5x 
10° copies/mL 以 下 ,甚至 检测 不 到 ””。 目 前 检验 猴 血 浆 
病毒 载 量 主要 的 检测 方法 有 分 校 DNA 技 术 核酸 序列 
依赖 性 扩 增 技术 和 荧光 定量 PCR ,是 荧光 定量 PCR 


表 1 TaqMan 探 针 法 检测 SIV 标 准 品 cDNA 批 内 差异 分 析 
Tab.1 Analysis of variation within batches for detection of SIV cDNA using TaqMan probe 


Samples cDNA copies Mean C; SD CV% 
5x10 17.74 0.1 0.5 
5x10 20.99 0.16 0.76 
5x10* 24.07 0.05 0.2 

SIVcDNA 5x10 27.42 0.11 0.4 
5x10 30.84 0.14 0.45 
5x10 34.49 0.46 1.33 


Tab.1 remove the two specimens curve that was deviate much too in concentration of 50 copies/mL. 


R2 Allglo 探 针 法 检测 STV 标准 品 cDNA 批 内 差异 分 析 
Tab.2 Analysis of variation within batches for detection of SIV cDNA using Allglo probe 


Samples cDNA copies Mean C; SD CV% 
5x10° 16.79 0.11 0.66 
5x10? 19.98 0.14 0.7 
5x10* 23.19 0.08 0.35 

SIVcDNA 5x10? 26.33 0.13 0.49 
5x10 30.1 0.1 0.33 
5x10 33.48 0.21 0.63 


表 3 TaqMan 探 针 法 检测 SIV 标 准 品 cDNA 批 间 差 异 分 析 
Tab.3 Analysis of variation between batches for detection of SIV cDNA using TaqMan probe 


Samples cDNA copies Mean C; SD CV% 
5x10° 17.25 0.32 1.86 
5x10 20.65 0.28 1.36 
5x10' 23.86 0.35 1.47 
SIVcDNA 5x10 27.37 0.29 1.06 
5x10 30.98 0.32 1.03 
5x10 34.79 0.58 1.67 
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表 4 Allglo 探 针 法 检测 SIV 标 准 品 cDNA 批 间 差 异 分 析 
Tab.4 Analysis of variation between batches for detection of SIV cDNA using Allglo Probe 


Samples cDNA copies Mean C; SD CV% 
5x10 16.38 0.29 1.77 
5x10 19.77 0.31 1:57 
5x10 22.89 0.27 1.18 
SIVcDNA 5x10? 26.32 0.25 0.95 
5x10 29.88 0.38 1.27 
5x10 33.45 0.44 1.32 


相对 于 另 两 种 方法 具有 特异 性 强 .敏感 度 高 等 特点 ,已 
WE DERI", 

实时 葡 光 定量 PCR 检测 STV 病毒 载 量 需 选择 最 优 
的 探 针 , 目前, 主要 的 探 针 有 TaqMan 探 针 ,在 此 探 针 基 
础 上 改进 的 TadqManMGB IRET 、 双 杂交 探 针 、 分 子 信 标 
技术 探 针 simple 探 针 、Allglo 探 针 和 双 标 探 针 。 而 其 
中 TaqMan 探 针 法 是 实时 定量 PCR 最 经 典 \ 至 今 实验 室 
应 用 最 广 的 一 种 实时 定量 PCR 技术 于 于 ,新 一 代 的 
Allglo 探 针 具 有 普通 TaqMan 探 针 .TaqManMG 了 B 探 针 
及 分 子 信和 标 技术 探 针 的 全 部 优点 ,因此 我 们 选择 比较 
TaqMan 探 针 和 Allglo 探 针 菊 光 定 量 PCR 法 检测 SIV 的 
病毒 载 量 。TaqMan 探 针 在 其 和 末端 标记 一 个 荧光 报告 
基 团 ,3' 末 端 标记 一 个 奕 光 济 灭 基 团 , 其 序列 与 两 引物 包 
含 序列 内 的 一 段 DNA 模 板 完 全 互补 , 灾 光 信号 的 强度 
与 PCR 反 应 产物 的 量 成 正 相关 ,在 PCR 反应 中 设立 标 
准 品 模板 系列 和 阴性 对 照 , 利 用 标准 品 模 板 系 列 绘制 出 
标准 曲线 ,然后 结合 各 样品 的 Ct 值 , 便 可 以 得 知 样品 的 
起 初 模板 量 。 但 是 Taqman 相对 于 Allglo 探 针 具 有 背景 
高 .设计 较 困难 等 方面 的 不 足 。Allglo 探 针 是 用 几 种 
特殊 的 染料 标记 在 核 茶 酸 上 互 为 报告 基 团 和 粹 灭 集团 ， 
而 且 结 构 中 含有 可 显著 提高 Tm 值 的 化 学 基 团 ,这 种 探 
针 的 特点 是 只 标记 1 种 染料 ,无 背景 荧光 ,通过 结构 改 
变 实 现 交 光 粹 灭 , 探 针 水 解 完毕 后 两 端的 奖 光 基 团 又 变 
回 为 报告 基 团 ,因此 灾 光 累积 值 也 较 高 。 

本 实验 应 用 效 光 定量 REPCR 法 对 SIV 的 病毒 载 
量 进行 检测 ,将 两 种 探 针 的 灵敏 度 及 重复 性 进行 了 比 
较 。 从 灵敏 度 的 结果 分 析 ,TaqMan 探 针 和 Allglo 探 针 
在 检测 SIV 标准 品 的 最 低 检 测 浓度 均 为 50 copies/mL, 
但 TaqMan 探 针 的 扩 增 曲线 显示 ,在 50 copies/mL 浓度 
下 12 个 复 孔 中 有 2 个 偏离 较 大 ,说 明 在 50 copies/mL Y 
度 下 Allglo 探 针 比 Taqman 探 针 更 稳定 。 从 重复 性 结 
分 析 , 虽 然 TaqMan 探 针 法 去 除了 50 copies/mL 的 12 个 
孔 中 2 个 偏离 过 大 的 标本 显示 的 实时 扩 增 曲线 时 批 内 
差异 结果 显示 最 小 变异 系数 小 于 Allglo 探 针 法 ,但 
Allglo 探 针 法 的 批 间 最 大 变异 系数 .最 小 变异 系数 与 批 
内 最 大 变异 系数 丝 小 于 Taqman 探 针 法 ,说 明 Allglo 探 


针 法 交 光 定量 RTPCR 法 检测 猴 免 疫 缺 陷 病 毒 的 重复 
性 优 于 Taqman 探 针 法 。 因 此 ,本 研究 结果 表明 在 交 光 
定量 RTPCR 法 检测 猴 免 疫 缺 陷 病毒 中 ,Allglo 探 针 法 
可 能 优 于 TaqMan 探 针 法 。 

虽然 ,Taqman 探 针 被 广泛 用 于 真菌 细菌、 病毒 等 
各 种 病原 的 检测 及 定量 ”。 但 有 人 研究 将 Allglo 探 针 和 
TaqMan 探 针 应 用 于 按 蚊 击 倒 性 抗 性 基因 突变 H7N9 
流感 病毒 .GI 型 和 GI 型 诺 如 病毒 等 相关 病原 体 方面 的 
检测 进行 比较 ,结果 表明 Allglo 探 针 在 特异 性 、 敏 感度 、 
重复 性 以 及 成 本 效益 方面 丝 优 于 TaqMan 探 针 , 与 本 实 
验 的 研究 结果 相 一 致 ? 于 。 说 明 Allglo 探 针 法 有 望 应 
用 于 多 种 病原 体 的 快速 算 查 ,为 临床 诊断 疾病 以 及 其 它 
领域 的 相关 研究 提供 更 加 有 效 的 检测 方法 。 
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